Experimental Procedures for Cell Adhesion. II. by 吉田  元信
9 
Bull. Inst. Compr. Agr. Sci. Kinki Univ. 4 : 9 ~13 (1996) 
Experimental Procedures for Cell Adhesion (II). 
Motonobu YOSHIDA* 
Synopsis 
A large number of cell adhesion molecules (CAMs) have been newly isolated and characterized 
from various cells and tissues, and they have been categorized into a new CAM family. Analytical 
studies of signal transduction pathway after cell adhesion, including the involvement of focal 
adhesion kinase, have become a conspicuous topic. In this paper, the author described the 
methods to identify new CAMs and summarized the advantages and disadvantages of each 
adhesion assay. 
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Table 1. Advantages and disadvantages of various ceIl aggregation assays 
Assays 
CeIl aggregation 
Plasma membrane 
aggregation 
Liposome aggregation 
Bead aggr巴gation
Samples 
Non-immune Fab' 
Immune Fab' 
Immune Fab' +antigen 
Advantages Disadvantages 
Suitable for a large number of samples Sometimes specific aggregation is weak 
relative to non-specific aggregation or 
binding 
Good for tissues from which ceIls cannot TechnicaIly difficult to analyse many sam-
be prepared ples in an experiment 
CAMs retain in vivo structure 
One preparation can be used repeatedly 
for many days 
Provide direct implication of specific 
CAMs in adhesion and binding mecha-
msms 
One preparation can be used repeatedly 
for many days 
Provide direct implication of specific 
CAMs in adhesion and binding mecha-
msms 
Useful for demonstrating int巴rmolecular
int巴ractionsbetween components of the 
extraceIlular matrix 
One preparation can be used repeatedly 
for many days 
TechnicaIly difficult to analyse many sam-
ples in an experiment 
Possibly functionaIly critical interactions 
with cytoskeleton or other ceIl surface 
proteins in the same ceIl are lost 
Inappropriate hydrophobic interactions 
between transmembrane proteins may 
alter orientations and functions 
Possible functionally critical interactions 
with cytoskeleton or other cell surface 
proteins in the same cel are lost 
Inappropriate hydrophobic interactions 
between transmembrane proteins may 
alter their orientations and functions 
Table 2_ Aggregation of animal culture cells 
The number of particles at 
Omin 2Umin agg % 40min agg % 
12，500 6，250 50 2，500 80 
12，500 11，000 12 10，000 20 
12，500 7，500 40 3_000 76 
The number of particles was counted by a Coulter counter. 
Agg % indicates the percentage of aggregates observed at respective time after the addition of samples 
Table 3_ Aggregation of Covasphere coated with adhesion molecules 
Protein on Covasphere 
CAM 
Fab' addition Particle number 
48，000 Non-immune Fab' 
CAM Immune Fab' 1，000 
Cytotactin 
Proteoglycan 
Cytotactin + Proteoglycan 
1，660 
420 
49，500 
The number of particles larger than 4μm3 was determined by a Coulter counter. 
活性を示している。接着阻害活性のある免疫Fab'
が予め抗原と反応し抗原抗体反応の結果，阻害活性
が中和されてしまうと，免疫Fab'による接着阻害
は見られない。中和活性を表3の数値で算出すると
中和活性=100X(70-20/80-20)~93% となる。こ
れまでに，中和効果を指標に多くの接着分子が同定
されている(1， 2， 3)。
実験例6 細胞凝集
試薬類
SME培地(Eagle'sminimum essential medium 
buffered with 20 mM sodium phosphate of 
Hepes at pH 7.4， containing 20μg/ml DNase) 
免疫Fab'/PBS
コントロールFab'/PBS
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Table 4. Characteristics of different types of binding assay 
CAM binding assays 
Binding of labelled cells to a cel monolayer 
Binding of labelled plasma membranes to cells 
Binding of labelled liposomes to cells 
Binding of cells to CAM -coated substrates 
Binding of labelled beads to cells 
1%ク寺ルタルアルデヒド/PBS
免疫Fab'は接着分子あるいは細胞膜そのものを
抗原として，コントロールFab'は免疫前の血清
から調整される。
手順
① 動物培養細胞(l06~107) を 50ml SME培地に
懸濁し，氷中で15分間， 0.1~0.5 mlの免疫
Fab'あるいはコントロール Fab'(0.5~ 3 mg) 
と反応させる。
② SME培地2mlの入った試料ピンに各Fab'と
反応させた細胞を入れ，ロータリーシェーカー
で3TC，90rpmでインキュベートする。
③ 20分毎に試料ビンより200μfの試料を取り出
し， 1 %グルタルアルデヒド 1mlと混和する。
④各試料に 7mlのコールターカウンター電解液
を加え，コールターカウンターにより粒子数を
カウントする。
つぎに，接着分子を Covasphereに結合させ凝集
活性を調べたのが表4であり，その方法を実験例7
にあげている。接着分子Covasphereはホモブイリ
ツク結合により凝集し，その凝集は免疫Fab'によ
り阻害されたことが分かる。凝集阻害の結果， 4μm3
以上の凝集塊が形成できなくなっている。一方，サ
イトタクチン Covasphereとプロテオグリカン
Covasphereはそれぞれ単独では凝集活性を示さ
ず，サイトタクチン Covasphereとプロテオグリカ
ンCovasphereを混合することによりはじめて凝集
する。このことは取りも直さず，サイトタクチンと
プロテオグリカンとのヘテロフィリック結合活性を
表している。なお，この場合，数値の上昇は凝集塊
の形成を示す。
実験例 7 細胞膜，リボソーム，ビーズ
Characteristics 
Standard assay for heterotypic adhesion betw閃 ntwo 
cell types 
Good for heterotypic adhesion when cells cannot be 
prepared from one cell type 
CAMs retain in vivo structure 
One preparation can be used repeatedly for many days 
Provide direct impli伺 tionof specific CAMs in adhesion 
One preparation can be used for many experiments for 
many days 
Provide direct implication of specific CAMs in adhesion 
Provide direct implication of specific CAMs in adhesion 
One preparation can be used for many experiments for 
many days 
(Covasphere)の凝集
試薬類
0.8μm-pore size Uni-Pore filter (Bio-Rad) 
BSA (10 mg/ml PBS) 
Covasphere (Duke Scientific) 
手)1慎
① 4μm3以上の粒子を検出できるようにコールタ
ーカウンターをセットする。したがって，凝集
反応前の試料はコールターカウンターではほと
んどカウントを示さない。細胞膜， リボゾーム
を0.8μm-poresize Uni-Pore filterを通し，
Covasphereは超音波槽で20秒間インキュベー
トする。
② 細胞膜， リポソームを0.5mlのBSA(lOmg/ 
ml PBS)溶液と試薬ピン中で室温， 70 rpmで
インキュベートする。単一のタンパク質でコー
トされた100μJのCovasphereあるいは2種類
のタンパク質でコートされたそれぞれ50μfの
Covasphereを室温でインキュベートする。
③ 一定時間毎に反応試料中より適当量採取し，コ
ールターカウンターにより一定サイズ以上の粒
子数を測定する
結合アッセイ法
結合アッセイ法は技術的には容易に行い得る方法
である。まず，プロープとして標識した細胞，細胞
膜，接着分子を準備し，結合反応、系で反応、後，結合
していないプロープを除去し，顕微鏡観察によるか，
放射活性の測定により定量化する。接着分子の接着
能はシングル細胞の単層細胞への結合または接着分
子でコートした基質への結合により測定できる。典
型的なシングル細胞の単層細胞への結合アツセイは
実験例8に示した。また，種々の結合アッセイ法の
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Table 5. Characteristics of various cell-substrate adhesion assays 
Assay system Characteristics 
Gravily-driven as減少S
SAM-coated 96-well flat-bottomed microtiter plates Allows rapid quantitation of the binding for large 
numbers of samples when labelled cells are used 
Small SAM -coated dots on a 35-mm diameter culture Good for precious samples because very small volumes 
dish of proteins are used 
Cenlnfugalion-dn.ven assays 
SAM -coated 96-well flat-bottomed microtiter plates 
SAM-coated 96-well U-shaped microtiter plates 
特徴を表4にまとめた。
実験例8 単層細胞へのシングル細胞の結合
試薬類
SME培地
PBS 
手順
① 35mm培養皿にコンフルエントに培養した単
層細胞を準備する。
②単層細胞を洗浄し， SME培地に懸濁した 5X 
106の蛍光標識細胞を添加する。ロータリーシ
エーカー上50rpmで室温， 30分間反応させる。
③ 単層細胞と結合しなかった細胞を PBSで洗浄
する。洗浄方法は繰り返し PBSを含む溶液に
浸すか， PBSで単層細胞表面を洗浄するか，い
ずれかの方法に依る。
④ 蛍光顕微鏡 (X400) で培養皿中10~20の視野を
検鏡し，結合細胞数を計数する。
つぎに，標識した細胞膜，リポソーム，ビーズを
用いた結合アツセイの方法を実験例9に記述する。
実験例9 微小標識プロープの細胞への結合
試薬類
SME培地
3.5% BSAを含む SME培地
手順
① 蛍光物質あるいは放射性物質で標識した細胞膜
断片，接着分子を含むリボゾーム，接着分子あ
るいは SAM結合ビーズを準備する。
② SME培地，0.3~1. 0ml に懸濁した 2 X 106-
1 X 10"細胞と各種標識プロープを混合し，室
温あるいは37'Cで20分間インキュベートする。
0.5 mg/mlのBSAを反応液に加えるか，ロー
Good for microscopic examination of the morphology 
of bound cells 
Cells do not need to be labelled 
The relative adhesivity of different cells to different 
substrates can be quantitatively compared 
Results obtained in minutes after addition of cells to 
coated wells 
Detects strong binding to SAMs that inhibit cel spread. 
ing even if litle or no binding is detected in other assays 
タリーシェーカーにより70rpmでインキュべ
ートすることによって非特異的結合を抑える。
③反応液を250Xg，2分間の遠心により，細胞と
結合しなかった標識プロープを除去し，沈殿を
1 mlのSME培地に懸濁し， 3.5%BSAを含む
SME培地，3mlの上に注意深くのせ， 250Xg，
3分間遠心する。
④ 沈殿を再度 1ml SME培地に懸濁し，放射活性
の測定あるいは蛍光顕微鏡下で標識プロープの
結合量を定量化する。
SAM結合アッセイ法
SAM (cell.substrate adhesion molecule)結合ア
ツセイ法においては細胞は細胞外マトリックスでコ
ートした基質に結合する。しかし， SAM結合アッセ
イ法には SAMの基質への添加の仕方や細胞の基質
との結合力の強さに応じて，多様な方法がある。
SAMアッセイ法の種々の方法における特徴を表5
にまとめた。その方法の例を実験例10に示した。
実験例10 SAM結合アッセイ法
試薬類
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 
PBS 
3%ホルムアルデヒド/PBS
0.5%トルイジンブルー
1 %SDS 
手順
①検定に用いる SAM試料でプラスチック表面を
コートし，未反応部位を BSA溶液でブロック
する。
② BSA溶液を除去し， DMEMに懸濁した細胞を
添加する。マイクロタイタープレートの場合に
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は2X 104/200μfの細胞を， 35mm培養プレー
トの場合には 2X105/2mlの細胞を使用し，予
め細胞は3Hー ロイシンなどで標識しておく。
③ 35mm培養プレートを用いる場合にはa)，b) 
の手順により，マイクロタイタープレートを用
いる場合には C)，d)の手順によって検定す
る。
a) 370Cで60分間反応させ，非結合細胞を PBSで
洗浄除去する。細胞の結合数を調べるのに放射
活性を測定する。一方，非標識細胞を用いた際，
3%ホルムアルデヒドで固定し，0.5%トルイジ
ンブルーで染色する。 1% SDSで細胞を崩壊さ
せ，プレートリーダー600nmで測定する。
b) 370C， 60分間反応させ，非結合細胞を PBSの洗
浄で除去する。 3%ホルムアルデヒドで固定し，
位相差顕微鏡で検鏡する。このアッセイ法は細
胞の形態観察には最適である。
c) フタ側に用いるマイクロタイタープレートにメ
ディウムを一杯満たし，液が漏れないように三
枚のプレートをシールする。細胞を添加した側
のプレートを下にし， 40C， 17Xg， 8分間で遠
心する。二枚組のプレートを 0~60分間インキ
ユベートしたのち，細胞を添加した側のプレー
トを上にして， 4 oC， 1O~800 X g， 8分間遠心
する。 SAMでコートされたプレートに結合で
きなくなった細胞は反対側のプレートに落ち
るoドライアイスエタノールパス中でプレート
を氷結させて，両プレート聞で相当するウエル
を切り出し，放射活性を測定する。
d)マイクロタイタープレートを250Xg，1分間遠
心する。暗視野顕微鏡下で各ウェルの細胞パタ
ーンを観察し，遠心力と細胞基質問接着との相
関を調べる。BSAのように非特異的基質の場合
には接着力より遠心力が強いので，細胞はウェ
ルの底にペレツト状に沈む。しかし，細胞が基
質と強い接着性を示した場合にはウェルの底全
体に広がる。
